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RESUMEN 
 La expresión de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en hepatocitos se limita a aquellas 
situaciones en las que se produce desdiferenciación o proliferación como en la 
regeneración tras hepatectomía parcial, lo que sugiere un papel importante de las 
prostaglandinas en la aparición de patologías hepáticas incluyendo el carcinoma 
hepatocelular, cirrosis, o infección crónica por el virus de la hepatitis C. Para 
profundizar en el papel de COX-2 en la fisiopatología hepática, se generó un animal 
transgénico de sobreexpresión del enzima humano específicamente en hepatocitos 
adultos. Para caracterizar el modelo animal, que no mostraba un fenotipo aparente, se 
llevaron a cabo estudios genómicos, proteómicos y metabolómicos. El objetivo del 
trabajo de tesis fue la validación de los datos de análisis masivos. Se analizaron,  
mediante PCR cuantitativa a tiempo real, un total de genes que estaban 
sobreexpresados en el modelo transgénico o que explicaban las variaciones en los 
metabolitos analizados. Ninguno de los genes estudiados mostraron diferencias 
significativas teniendo que ser considerados como falsos positivos. Este trabajo 
confirma la necesidad de validar los datos de análisis masivos incluso cuando los 
análisis de gen onthology o de gen candidato sean concluyentes.  
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ABSTRACT 
 Expression of cyclooxygenase 2 (COX-2) in hepatocytes is limited to those 
situations where occurs dedifferentiation or proliferation as regeneration after partial 
hepatectomy, suggesting an important role of prostaglandins (PGs) in the liver 
pathologies including hepatocellular carcinoma, cirrhosis or chronic infection by 
hepatitis virus C. To deepen the role of COX-2 in liver physiopathology was generated 
a model of transgenic (Tg) mice overexpressing human COX-2 specifically in adult 
hepatocytes. To characterize the animal model, which showed no apparent phenotype, 
were carried out genomic, proteomic and metabolic studies. The aim of this work was 
the validation of the massive data analysis. Were analyzed by real-time quantitative 
PCR a total of 7 genes which were overexpressed in the transgenic model or 
explaining changes in metabolites tested. None of the studied genes showed 
significant differences , having to be consider as false positives. This study confirms 
the need to validate mass data analysis even when gene analysis or candidate gene 
onthology seems conclusive. 
 
  
 
 
  
3
Índice 
Abreviaturas……………………………………………………………………………… 3 
Introducción……………………………………………………………………………… 5 
Características de las ciclooxigenasas……………………........................... 5 
Estructura génica……………………………………………………… 5 
Expresión génica……………………………………………………….. 6 
Características de la proteína………………………………………… 7 
Actividad de la ciclooxigenasa……………………………………….. 9 
Cox-2 e hígado………………………………………………........................... 10 
Objetivos…………………………………………………………………………………. 16 
Material y métodos……………………………………………………………………… 17 
Resultados………………………………………………………………………………. 23 
Resultados de genómica………………………………………............................ 23 
Resultados de metabolómica……………………………………………………… 29 
Discusión…………………………………………………………………………………. 35 
Bibliografía……………………………………………………………………………….. 38 
  
 
 
  
4
Abreviaturas 
AA: Ácido araquidónico 
AC: Ceramidasa ácida 
AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos 
AL: Acido linoleico 
cDNA: DNA complementario 
COX: Ciclooxigenasa 
cPLA:  Fosfolipasa citosólica 
DNasa: Enzima que degrada el DNA 
GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
hCOX-2: Ciclooxigenasa humana 
Lcn2: Lipocalina 2 
Metll2: Metalotioneina 2 
mRNA: RNA mensajero 
NSMasa: Esfingomielinasa neutra dependiente de Mg +, 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PGs: Prostaglandinas 
PLA2r1: Receptor de la fosfolipasa 
PPARs: Peroxisome proliferator-activated receptors 
QPCR: PCR cuantitativa 
RNasa: Enzima que degrada RNA 
RT: Retro-transcripción 
Saa2: Amiloide A serico 2 
TX: Tromboxanos 
sPLA: Fosfolipasa secretora 
UPLC-MS: Ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry 
UPL: Universal Probe Library  
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Introducción 
 Características generales de las ciclooxigenasas.   
La ciclooxigenasa (COX), también conocida como prostaglandina 
exndoperóxido H sintasa (PGHS), es un enzima bifuncional, que unida a la membrana,  
cataliza el paso limitante en la formación de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos 
(TX) (Ohki et al., 1979; Smith y Song, 2002). El término ciclooxigenasa se adoptó en 
1974, después de descubrir que la reacción catalizada por este enzima incluía dos 
pasos: la ciclación y la oxigenación del ácido araquidónico (AA), ácido graso 
poliinsaturado de  20 carbonos precursos de las PGs. En 1976 se purificó la isoforma 
COX-1 a partir de vesículas seminales ovinas y bovinas (Hemler y Lands, 1976; 
Miyamoto et al., 1976) y durante muchos años se pensó que esta isoforma era la única 
ciclooxigenasa existente en las células eucariotas hasta que en 1991 dos laboratorios 
identificaron de forma independiente, la isoforma inducible COX-2, a partir de estudios 
de división celular (Kujubu, 1991; Xie et al., 1991). 
Las dos isoformas de COX catalizan la misma reacción pero presentan 
diferencias en varios aspectos: 
 Estructura génica:  
Los genes que codifican para la COX-1 y COX-2 se encuentran en cromosomas 
diferentes; el de la COX-1 se localiza en el cromosoma 2 en roedores y en el 9 en 
humanos, mientras que el de la COX-2 en el cromosoma 1 tanto en ratones como en 
humanos (Pairet y Engelhardt, 1996). El gen de la COX-1 está formado por 11 exones 
y abarca una regón de 22 kb de DNA genómico, que al transcribirse da lugar a un 
mRNA de 2.8 kb  (Hla y Neilson , 1992; Yokoyama  y tanabe 1989). El gen de la COX-
2, en cambio, está constituido por 10 exones, que representan 8 kb de DNA genómico 
que, por transcripción origina tres variantes de mRNA de 4.6, 4.0 y 2.8 kb (Jones 1993, 
Tanabe y Tohna 2002) (Figura 1).  
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El gen de la COX-1 muestra características típicas de los genes constitutivos 
(entre ellas, que no posee caja TATA), mientras que el de la COX-2 es un gen de 
respuesta primaria, que posee múltiples lugares que controlan su expresión a nivel 
transcripcional. En concreto, los análisis de secuencia de la región 5’ revelan la 
existencia de algunos elementos reguladores de transcripción como una  caja TATA, 
un motivo NF-IL-6, dos lugares AP-2, tres SpI, dos NF-kB, un motivo Cre y una E-box 
(Tanabe y Tohnai, 2002) (Figura 2). 
 
 
 
 Expresión génica:  
Las diferencias notables entre COX-1 y COX2 se aprecian a nivel de expresión y 
distribución tisular, así como en su función celular y fisiología.  
 COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoría de los tejidos de las diferentes 
especies animales, incluyendo el sistema gastrointestinal (estomago, duodeno, 
yeyuno, íleon, colon), hígado, riñón, musculatura lisa vascular y plaquetas (Morita, 
2002). La actividad de esta isoforma ha sido relacionada con las funciones 
homeostáticas de las PGs, como la citoprotección de la mucosa gástrica y el 
mantenimiento de la función plaquetar y de la perfusión renal.   
Figura 1. Estructura génica de 
COX-1 y COX-2. Los números en 
cursiva indican el número de 
nucleótidos que forman cada exón. 
 
Figura 2. Elementos reguladores de 
los promotores de las enzimas 
COX. 
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 COX-2, en cambio, en situaciones normales es indetectable en la mayoría de los 
tejidos y células (excepto riñón, placenta, cerebro y en las plaquetas de nueva 
formación, en los que hay expresión basal constitutiva), pero se induce en 
respuesta a estímulos proinflamatorios y mitogénicos (Tabla 1) y por consiguiente 
se atribuye a esta isoforma la mayoría de funciones inflamatorias mediadas por los 
prostanoides (Lee et al., 1992; Maier et al., 1990) 
 
INDUCTORES DE COX-2 INHIBIDORES DE COX-2 
Mediadores inflamatorios solubles 
(IL-1α y β, TNF α. IFN γ) 
Antiinflamatorios esteroideos 
(Aspirina) 
Factores de crecimiento
(RGF, PDGF y FgF) 
Glucocorticoides 
Hormonas  
(FSH,  LH, estrógenos) 
 
Oncogenes 
 (V-Src y v-Ras). 
 
PPARs  
Condiciones patológicas  
Tabla 1. Tabla resumen de algunos de los inductores e inhibidores de COX-2 
 
 Características de la proteína: 
Se ha comprobado que ambas proteínas están localizadas en la cara luminal del 
retículo endoplásmico y membrana nuclear, estando COX-2 preferentemente 
localizada en la envoltura nuclear (Spencer et al., 1998; Morita et al., 1995). Las dos 
isoenzimas comparten un 61% de homología en su estructura primaria y tienen 
propiedades cinéticas similares. COX-1 es una glicoproteína de unos 600 aa con una 
masa molecular aparente de 72  kDa. El mRNA de COX-2 codifica un polipéptido que 
contiene unos 604 aa antes del corte del péptido señal. A pesar de que el péptido 
señal es hidrolizado tempranamente, cabe destacar que su tamaño marca la diferencia 
entre COX-1 y COX-2. El péptido señal de COX-1 es más hidrofóbico que el de COX-2 
y por tanto se transloca antes a la membrana (Xie et al., 1991).  
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Cada cadena polipeptídica de la COX está organizada en tres dominios 
estructurales:  
 Dominio de dimerización: tiene residuos capaces de formar puentes disulfuro.  
 Dominio de unión a la membrana: formado por hélices α de carácter anfipático  
 Dominio Catalítico: Este dominio forma dos lóbulos en la cara interna, en los 
cuales se localiza el grupo hemo necesario para la actividad peroxidasa  
Ambas proteínas forman dímeros por interacción de dos dominios de dimerización 
de cada monómero, de forma que queda un canal hidrofóbico de acceso a los 
dominios catalíticos. El sitio activo de COX-1 es de menor  tamaño que el de COX-2. 
Esto es debido a diferencias en determinados residuos localizados en el centro activo, 
más voluminosos en el caso de COX-1, como la posición 434 ocupada por una 
isoleucina en COX-1 y valina en COX-2. El descubrimiento de esta diferencia de 
tamaño entre el sitio activo de ambas proteínas abrió camino al desarrollo de 
inhibidores específicos para COX-2. Esto concuerda con el hecho de que COX-1 se 
inhibe completamente por acetilación de la aspirina, mientras que COX-2 aún en este 
caso es capaz de convertir el AA en 15-R-HETE. Además COX-2 es más eficaz que 
COX-1 con sustratos alternativos. 
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 Actividad de la Ciclooxigenasa: 
Como ya se ha mencionado, la función de la COX es la síntesis de 
prostaglandinas y tromboxanos. El primer paso en la síntesis de PGs es la hidrólisis de 
fosfolípidos para producir araquidonato libre, una reacción catalizada por la fosfolipasa 
A2. El oxígeno molecular es añadido al ácido araquidónico en una reacción catalizada 
por la actividad ciclooxigenasa de COX. Esta reacción produce un producto inestable, 
PGG2, que es convertido rápidamente a PGH2 por la actividad peroxidasa de COX 
(Figura 3). PGH2 es el precursor común para todos los prostanoides (p.ej. 
prostaglandinas y tromboxanos), en reacciones catalizadas por prostaglandin y 
tromboxano sintasas tejido- específicas (Diaz et al., 2009). 
 COX-1 COX-2 
Cromosoma humano  Cromosoma 9 Cromosoma 1 
Tamaño del gen 22.5kb, 11 exones 8.3 kb, 10 exones 
RNAm 2.8kb, estable 4.5 kb, inestable 
Masa molecular 72 kDa 72-74 kDa 
Aminoácidos 600-602 603-604 
Características cinéticas Vmax y Km para el AA  
3’ UTR 0.7kb 2 kb, rica en AUUUA 
Propiedades Constitutiva Inducible 
Localización subcelular  Retículo endoplasmático y 
membrana nuclear 
Principalmente membrana 
nuclear 
Expresión  La mayoría de tejidos  ** 
Tabla 2. Tabla resumen de las propiedades de COX-1 y COX-2. **COX-2 se expresa en Regiones del cerebro, riñón; 
condiciones inflamatorias y neoplásicas; expresión estimulada por citoquinas, factores de crecimiento (EGF), 
oncogenes, y promotores de tumores (Tabla adaptada de S. Díaz Prado, 2009; Fernandez A, 2006) 
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 COX- 2 e Hígado  
El hígado es el órgano principal en la homeostasis metabólica, ya que es 
responsable del metabolismo, síntesis, almacenamiento y redistribución de nutrientes, 
carbohidratos, grasas y vitaminas. Además el hígado elimina los deshechos y agentes 
xenobioticos por conversión metabólica y excreción biliar. El tipo celular principal en el 
hígado y que desempeña la mayoría de funciones descritas es el hepatocito, que 
constituye el 80% de las células hepáticas. El otro 20% está integrado por células no 
parenquimaticas que incluyen a células de kuffer, células endoteliales, células 
epiteliales biliares y células esteladas o de ito.  
 
Los hepatocitos adultos no pueden inducir la expresión de COX-2 
independientemente de los factores pro-inflamatorios utilizados, sólo las células de 
Kupffer, estrelladas y células hepáticas de ratón inmortalizadas (células que han 
perdido la mayor parte de las características del fenotipo hepático) conservan la 
capacidad de expresar la COX-2 (Casado et al, 2007). En hepatocitos aislados de rata 
y ratón se ha visto mediante Western Blot e inmunocitoquímica que los niveles de 
proteína de COX-2 son prácticamente indetectables. Si se ha observado una 
expresión débil en hígado humano (Fernandez, 2006), indicando la existencia de 
diferencias interespecificas en la expresión constitutiva de COX-2. Además, usando 
cultivos primarios de hepatocitos de rata adulta se han demostrado claramente que 
COX-2 no está presente y su expresión no se induce en respuesta a estímulos 
proinflamatorios como LPS, TNF-α, TGF-β, IL-1β y PMA.  
Figura 3. Reacciones de ciclación y 
persoxidación de la COX. Reacciones 
consecutivas catalizadas por las 
ciclooxigenasas o prostaglandinas 
endoperóxido H sintasas. PGG2 en 
reducido a PGH2. 
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Sin embargo, en condiciones pro-inflamatorias crónicas los hepatocitos expresan 
esta isoenzima y la contribución del aumento de la síntesis de prostanoides en la 
patología hepática es un tema actual de la investigación. Para abordar mejor el estudio 
de la expresión de COX-2 en el hígado, se han generado 6 líneas de ratones 
transgénicos que expresan esta isoenzima específicamente en los hepatocitos 
(Casado et al, 2007; Han et al., 2008; Yu et al., 2007) 
Los ratones transgénicos usados en este trabajo fueron generados con un gen 
de fusión (LIVhCOX-2) que contenía cDNA de la COX-2 humana bajo el control de un 
promotor hepático, el promotor humano del gen ApoE (Figura 4)  según el protocolo 
descrito en Casado et al, 2007.   
 
Figura 4. Expresión de COX-2 humana en LIV-LE6 en ratones transgénicos. (A) El esquema de transgen de DNA 
LIVhCOX-2 consiste en 3 Kb de la región 5’ flanqueante, el primer exón (I), parte del segundo exón (II), y la 
secuencia de poliadenilación del cuarto exón del gen humano ApoE, así como la COX-2 humana (hCOX-2) y la 
secuencia que contiene el potenciador de hígado (HCR).  
 
Los animales transgénicos (Tg) no presentan un fenotipo aparente. Análisis 
histológicos de los diferentes tejidos y el examen macroscópico del hígado no 
mostraron diferencias entre los animales wild type (Wt). Sin embargo, en este modelo, 
como en otro modelo de sobreexpresión en el que usaron un promotor diferente, el 
animal (Li et al., 2009), COX-2 induce una protección frente a apoptosis inducida por 
Fas. También han hecho otros estudios donde se ha observado la importancia de este 
enzima en procesos carcinogénicos y otras enfermedades hepáticas.  
 
Con el fin de continuar la caracterización del modelo animal generado en el 
laboratorio,  se llevó a cabo un estudio masivo para ver que ocurría en estas células 
en cuanto a diferencias en la expresión de genes, diferencias entre los metabolitos, 
diferencias en las proteínas, etc mediante técnicas de análisis masivos (Microarray, 
UPLC-MS).  
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a) Estudios de genómica. 
Para los estudios de genómica se analizaron 3 ratones Wt y 3 ratones Tg de 
manera independiente (No se hizo ningún pull) utilizando un array de expresión 
Mouse430_2 de la casa comercial Affymetrix, que permite el análisis de unos 39000 
transcriptos en un único array. Un microarray es un formato experimental basado en la 
síntesis o fijación de sondas que representan los genes (o proteínas, o metabolitos) 
sobre un sustrato sólido (Cristal, plástico, sílice…) y expuestos a moléculas diana.  Las 
sondas “buscan” en la muestra la presencia de sus moléculas diana. Éstas, deben 
demostrar una alta especificidad y afinidad por la molécula diana. Pueden ser 
productos de la PCR, oligonucleótidos, o plásmidos o cromosomas artificiales de 
bacterias para el análisis de los genomas y transcriptomas o de muchos otros tipos de 
moléculas tales como proteínas, anticuerpos, moléculas pequeñas y carbohidratos 
para el análisis de proteomas. (Dufva, 2009; MacBeath, 2002) 
La ventaja clave de los microarrays es que pequeñas cantidades de muchas 
sondas diferentes se inmovilizan sobre un soporte sólido produciendo una enorme 
capacidad necesaria para el análisis en paralelo de muchas muestras.  
El nivel de hibridación entre la sonda específica (probe) y la molécula diana se 
indica generalmente mediante fluorescencia y se mide por análisis de imagen e indica 
el nivel de expresión del gen correspondiente a la sonda en la muestra problema. 
De los microarrays de genómica se obtuvieron 155 genes upregulados  y 170 
downregulados en Tg con respecto a los Wt. Se consideraron positivos aquellos genes 
que presentaban diferencias de expresión iguales o superiores a 2 con respecto a los 
Wt.  
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b) Resultados de metabolómica.  
En el caso de los estudios de metabolómica se usaron pulls de ratones, 10 Wt y 
10 Tg, en dos grupos independientes para intentar hacer una aproximación más real.  
La metabolómica es la última y más emergente de las ciencias ómicas, las 
cuales han aparecido estas últimas décadas. Es la ciencia encargada del estudio 
sistemático del perfil metabolómico de un proceso biológico. La metabolómica estudia 
los perfiles metabólicos (conjunto de moléculas que constituyen los intermediarios 
metabólicos, metabolitos, hormonas y otras moléculas señal, y los metabolitos 
secundarios, que se pueden encontrar en un sistema biológico)  en muestras 
biológicas (fluidos, tejidos, cultivos celulares, etc.) con la finalidad de descubrir 
enfermedades y factores de riesgo y determinar biomarcadores. 
La espectrometría de masas acoplada a cromatografía líquida (LC.MS) es una 
técnica muy adecuada para el análisis metabólico debido a su alta sensibilidad, gran 
cobertura sobre diferentes clases de metabolitos, capacidad de alto rendimiento, y  
amplio rango dinámico. En particular, la introducción de UPLC, basado en el uso de 
columnas rellenas de material híbrido con tamaño de partícula inferior a 2-μm , está 
demostrando ser beneficioso, proporcionando una mayor capacidad de separación 
que HPLC, un factor clave en los estudios de metabolómica donde se debe analizar 
100 ó 1000 de los compuestos por muestra. En los análisis de metabolómica, se 
empleó una metodología de perfiles de metabolitos UPLC-MS multi-plataforma, donde 
se incluyeron todas las funciones relacionadas de metabolitos endógenos identificados 
en el posterior análisis multivariante utilizado para estudiar la diferencia metabólica 
cualitativa entre los diferentes grupos de muestras. 
A continuación se muestran algunos ejemplos de las figuras obtenidas del 
análisis de la metabolómica. Los metabolitos se encuentran agrupados por “familias” 
ya sean ácidos grasos, glicerofosfolípidos, aminoácidos, ceramidas, etc. Los gráficos 
muestran cambios porcentuales, medias de los diferentes grupos de metabolitos  
presentes en el hígado de estos ratones tg en comparación con los ratones no 
transgénicos.  
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Figura  5.  Representación  de  las  diferencias  de  ácidos  grasos  entre  ratones  Tg  y  Wt.  Porcentajes positivos y 
negativos indican niveles más altos de metabolitos en ratones transgénicos y no transgénicos, 
respectivamente. Se puede observar como gran parte de los ácidos grasos están aumentados en transgénicos, 
en concreto los ácidos grasos correspondientes a la via del Ácido linoleico y del Ácido γ-linolénico , la cual 
actúa como fuente de ácido araquidónico. (Figura 16) 
Ácido araquidónico 
(AA) 
Ácido γ-linolénico 
Ácido linoléico 
 
 
  
15
 
Figura 6. Representación de las diferencias de esfingomielinas (A) y ceramidas (B) entre Tg y Wt. Porcentajes 
positivos y negativos indican niveles más altos de metabolitos en ratones transgénicos y no transgénicos, 
respectivamente.  
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Objetivos 
Los resultados de los experimentos de microarrays deben ser validados siempre 
por medio de otras plataformas, ya que tienen un elevado porcentaje de falsos 
positivos. Entre las plataformas más usadas, por no decir la más usada,  la PCR a 
tiempo real es la más extendida. Esta técnica se ha convertido en un procedimiento 
bien establecido para la cuantificación relativa de los niveles de expresión de genes. 
El objetivo de este trabajo es validar los resultados obtenidos mediante la técnica 
anteriormente mencionada usando la técnica de PCR cuantitativa (QPCR). En 
concreto se pretendía estudiar los siguientes puntos: 
 Seleccionaron algunos de los genes que se aparecían como upregulados 
(Mayor expresión en transgénicos que en Wild type) en ratones transgénicos 
según los resultados del array de expresión o buscar genes relacionados con 
los resultados de los perfiles de metabolómica. 
 Validaron los resultados mediante QPCR 
 Intentar buscar una explicación biológica de los resultados.   
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Materiales y métodos 
a) Material biológico 
Para llevar a cabo este trabajo se han utilizado hígados congelados en 
nitrógeno líquido de 28 ratones (14 Wt y 14 Tg) de unas 12 semanas de edad. Los 
ratones transgénicos fueron generados y sacrificados en el IBV-CSIC (Casado et 
al., 2007) 
b) Preparación del RNA y análisis.  
Se extrajo RNA total del hígado mediante TRizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Éste método consiste en una 
separación trifásica de la mezcla homogeneizada de tejido usando como reactivos 
Fenol y Cloroformo. La mezcla se separa en una fase inferior roja, fase de fenol 
cloroformo, en  una interfase donde se encuentra el DNA y en una fase incolora 
superior, la cual contiene  exclusivamente el RNA. Una vez se obtiene el RNA se 
precipita con isopropanol para aislarlo de la fase acuosa, se realizan lavados con 
etanol para eliminar restos de fenol y cloroformo y por último se diluye en agua libre de 
RNasas. Una vez extraído se cuantificó mediante el uso de un biofotometro. Éste, 
además de su cuantificación, nos proporcionaba los niveles de pureza de la muestra 
determinados por la relación de absorbancia A260/280 y A260/230 (debe ser 1,8-1,9 
porque valores superiores a 2 indican restos de fenol). Después de esto, se llevó a 
cabo una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% para comprobar la calidad 
del RNA. Para detectar el RNA, al gel se le adicionó el reactivo redsafe (Figura 7).  
 
 
Figura 5. Calidad del RNA (1 µg) observada en gel en agarosa al 2%. En la parte superior (A) se pueden observar 
las carreras de los RNA correspondientes a las muestras Wild Type (WT) mientras que en la parte inferior (B) se 
muestran  las  carreras  obtenidas  por  las  muestras  transgénicas  (TG).  Se  pueden  observar  2  bandas 
correspondientes a  las  subunidades del  ribosoma 28S  (arriba) y 18S  (abajo).    La  relación entre ambas bandas 
proporciona una medida de la calidad del RNA siendo esta de 1,2 aproximadamente.  
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Una vez comprobada la calidad del RNA se procedió a la síntesis de cDNA. La 
primera cadena de cDNA fue sintetizada a partir de 1µg de RNA total por medio de un 
hexómero al azar y una transcriptasa inversa (Roche). Las condiciones de la PCR 
fueron 10’ a 65ºC seguido de 10’ a 30ºC y 45’ a 42ºC. El cDNA resultante fue 
amplificado mediante PCR convencional con las siguientes secuencias de 
oligonucleótidos: hCOX-2, 5’CTGCAACACCTGAGCGGTTAC3’ y 
5’TTGCCACTGCTTGTACAGCAA3’ para comprobar la expresión del transgen en el 
hígado (Figura 8). Las condiciones de la PCR fueron 1 ciclo a 94ºC de 5 minutos, 
seguido de 35 ciclos a 95ºC durante 20 segundos, 60ºC durante 20 segundos y 72ºC 
durante 30 segundos, seguido de 72ºC a 5 minutos. La síntesis de cDNA se realizarón 
sin un tratamiento previo con DNAsa de la muestra, ya que en estudios previos 
habíamos visto que los reactivos utilizados interferían posteriormene en la QPCR.  
 
 
Figura 6. Expresión del transgen. En la parte superior (A) se encuentran las muestras wild type, las cuales no 
presentan expresión del transgen, mientras que en la parte inferior (B) se encuentran las muestras 
transgénicas, las cuales presentan una banda de aproximadamente 300pb correspondiente al transgen 
anteriormente descrito. 
c) Análisis de expresión por PCR cuantitativa 
Una vez obtenido el cDNA se procedió a cuantificar la cantidad de éste, ya que 
la cantidad de cDNA nos indica el nivel de expresión de su mRNA. Para ellos 
utilizamos la PCR cuantitativa o PCR a tiempo real y varios de sus métodos explicados 
a continuación.   
La PCR en tiempo real se ha convertido en un procedimiento bien establecido 
para la cuantificación absoluta o relativa de los niveles de expresión de genes. Su 
poder reside en la capacidad para detectar, en cada ciclo de la PCR, la cantidad total o 
relativa de producto de PCR (amplicón) utilizando fluorescencia. Se utilizan 
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principalmente dos tipos de fluoróforos, ambos usados en este trabajo y explicados a 
continuación. Aunque ambos ensayos son potencialmente rápidos y sensibles, sus 
principios de detección y optimización son diferentes. 
 Uno de los fluoróforos usados es SYBR Green (Fast SYBR Green Master Mix de 
Applied biosystems). Éste se une inespecíficamente al DNA de doble cadena y 
produce fluorescencia. Estos fluorocromos no son específicos ya que se unen a 
toda molécula de DNA de doble cadena, incluyendo los dímeros de primer (Figura 
9A) o cualquier productor inespecífico.  
 
El uso de SYBR Green implica un diseño muy cuidadoso de los primers con el 
fin de evitar dímeros de primer, y evitar la amplificación de DNA genómico 
contaminante en la muestra. Esto se puede evitar tratando las muestras con DNAsa 
antes de realizar la RT o diseñando primers que contengan secuencias de 
diferentes exones. Nosotros optamos por la segunda opción, ya que como he 
mencionado en el apartado b), no realizamos el tratamiento con DNAsa  por los 
problemas que nos causaba durante la QPCR. Los genes validados por este 
método son S100a8, S100a9 y sPLA2XIIB cuyos primers y características de los 
mismos se encuentran descritos en la tabla 3. El control utilizado es GAPDH.  
 
 Primer Longitud Tm %GC Secuencia 
Gapdh Left 19 67.7 63.1 gtattgggcgcctggtcac 
 Right 21 66.9 47.6 aatctccactttgccactgca 
S100a8 Left 21 67.3 52.3 ggagttccttgcgatggtgat 
 Right 23 66.3 52.1 tctgctactccttgtggctgtct 
S100a9 Left 18 66.9 55.5 tgacagctgcccaaccaa 
 Right 20 65.5 45 ttcccagaacaaaggccatt 
sPLA2XIIB Left 20 66.9 50 ttgtctccaacgtggaagca 
 Right 22 66.2 50 ttgaacacggtatcagccagag 
Tabla 3. Características de los primers usados en la QPCR con el método SYBR Green.  
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Para llevar a cabo esta QPCR se añadieron 8 µl de cDNA diluido 1:10 
procedente de la RT  y 12 µl de Mix. Éste último está compuesto por primers 
específicos para cada gen (forward y reverse) con una concentración final de 
300nM, Fast SYBR Green Master Mix con una concentración final de 1x y agua 
hasta llegar al volumen final deseado. Todo esto se realizó en placas MicroAmp de 
96 pocillos (Appied Biosystems) y se introdujo en el termociclador 7500Fast Real 
time PCR system de Applied Biosystems usando su programa fast (20’’ de 
activación del enzima a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de desnaturalización (95ºC 
durante 10’’) y elongación (30’’ a 60ºC). En todas las reacciones con SYBR green 
se llevaron a cabo las curvas de melting para comprobar la especificidad  de los 
primers y controlar el analisis. 
 
 
Figura 7. Esquema representativo de  los métodos de QPCR. A  la  izquierda  (A) se encuentra el método de SYBR 
green mientras que en la imagen de la derecha (B) se encuentra el método de Universal probe library.  
 
 El otro método utilizado es Universal Probe Library (UPL). En este se emplean 
sondas fluorescentes (de unos 8-9 nucleotidos) que poseen un en uno de sus 
extremos un fluoróforo y en el otro extremo lleva un “quencher” que evita la emisión 
de fluorescencia por parte de fluoróforo del otro extremo.  Una vez se han unido 
este tipo de sondas (reconocen secuencias del DNA específicas de la zona que 
amplifican los primers)  la actividad exonucleasa de la Taq polimerasa elimina la 
uno de los extremos alejando al quencher del fluoróforo y permitiendo, por tanto, la 
emisión de fluorescencia por parte de éste. Ambas fluorescencias son detectadas 
tras la excitación por el láser correspondiente (Figura 9B). 
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Los genes validados por este método fueron el receptor de la fosfolipasa 
(PLA2r1), Saa2, Metll2 y Lcn2. Los primers específicos de estos genes fueron 
diseñados por la aplicación universal probelibrary dessign center junto con la 
sonda correspondiente a cada par de oligos, teniendo en cuenta que se 
amplifiquen secuencias entre 2 exones. Las características de los mismos se 
encuentran descritas en la tabla 4. El control utilizado es GAPDH, como en el 
caso anterior.  
 
 
Para llevar a cabo esta QPCR se añadieron 5 µl de cDNA diluido 1:5 
procedente de la RT  y 15 µl de Mix. Éste último está compuesto de cierta 
cantidad de primers específicos para cada gen (forward y reverse) con una 
concentración final de 200nM, FastStart TaqMan Probe Master (2x) con una 
concentración final de 1x, sonda fluorescente (UPL Roche) específica de cada 
pareja primers y agua hasta un volumen final de 20 µl. A partir de aquí se realiza 
igual que el método anterior, usando también el programa Fast (20” a 95ºC para 
activar el enzima y 40 ciclos de desnauratización (3” a 95ºC) y elongación (30” a 
60ºC)).  
 
 Primer Longitud Sonda Tm %GC Secuencia 
Gapdh Left 20 #9 60 50 agcttgtcatcaacgggaag
Right 21  59 48 tttgatgttagtggggtctcg
Saa2 Left 21 #91 59 48 tgtgtatcccacaagggtttc
Right 22  59 41 atccacttccaagttcctgttt
Lcn2 Left 21 #49 59 48 ctctgggaaatatgcacaggt
Right 20  59 45 aaaataccatggcgaactgg
Mtll2 Left 21 #18 59 33 caaatgcaaacaatgcaaatg
Right 19  60 53 cggaagcctctttgcagat
PLA2r1 Left 19 #22 59 53 acacacccactggattgga
Right 21  59 52 gtccgaccagtcaaaagtctg
Tabla 4. Características de los primers usados en la QPCR con el método de sondas UPL 
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Ambos métodos, sirven para cuantificar la cantidad del mRNA. La cuantificación 
se puede hacer de manera absoluta, obteniendo la cantidad exacta de moléculas de 
cDNA por comparación con una curva estándar, o de manera relativa comparando una 
muestra control con la muestra a analizar, en este caso los valores obtenidos en los 
animales Wt respecto a la expresión existente en las muestras Tg. En este caso se 
necesita analizar 2 genes: genes de referencia (housekeeping) con expresión 
constitutiva y los genes de interés.  Se llevó a cabo una cuantificación relativa que 
utiliza mayoritariamente el método de 2-ΔΔCT (Livak  and Schmittgen, 2001) para la 
obtención de estos datos relativos.  Para ello se emplean valores de CT (cycle 
threshold) correspondiente al número de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia 
detectada se puede diferenciar del ruido de fondo. Este valor es inversamente 
proporcional a la cantidad de DNA inicial y es característica de cada una de las 
reacciones.  
El método 2-ΔΔCT permite comparar la CT de gen problema con la CT de gen de 
referencia, en este caso se empleó GAPDH, mediante la ecuación 2-ΔΔCT dónde: 
ΔΔCT ൌ ൫ܥݐ௚௘௡	௜௡௧௘௥é௦ െ	ܥݐ௚௘௡	௥௘௙௘௥௘௡௖௜௔൯ െ ൫ܥݐ௠௘ௗ௜௢	௚௘௡	௜௡௧௘௥é௦ െ ܥݐ௠௘ௗ௜௢	௚௘௡	௥௘௙௘௥௡௖௜௔൯ 
Para poder aplicar esta fórmula es necesario que la eficiencia de la reacción en 
ambos genes el problema y el de referencia sea aproximadamente igual. Para ello se 
comparó las curvas estándar de cantidades de ARN conocidas para cada uno de los 
dos genes y obteniendo las pendientes de las rectas obtenidas a partir de representar 
el logaritmo de la concentración frente al CT y se comprobó que eran similares. 
 
d) Análisis estadístico 
  Los datos obtenidos por el termiociclador 7500Fast Real time PCR system de 
Applied Biosystems de las reacciones de QPCR de cada uno de los genes, fueron 
tratados con Excel y posteriormente analizados con un programa de análisis 
estadístico, el SPSS. Para el análisis estadístico se usó un test no paramétrico U-
Mann Whitney, considerando significativo p<0.05 
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Resultados 
a) Resultados de genómica  
 Observando los resultados obtenidos del análisis de los datos de los arrays de 
genómica (estudio sistemático de las secuencias completas de ADN (genoma) de un 
organismo) decidimos validar algunos de los genes que aparecían muy 
sobreexpresados en  los animales Tg con respecto a los Wt. Los genes elegidos 
fueron S100A8 y A9 (recomendados por gene onthology), Mtll2 (Metalotioneina 2), 
Saa2 (Amiloide A serico 2) y Lcn2 (lipocalina 2) (Tabla 5). Estos tres últimos 
presentaban, según el array, un aumento muy significativo de expresión en los Tg. 
Además todos estos genes están implicados en procesos de inflamación y por tanto 
con una relación aparente con COX-2. 
 
 
  
SIMBOLO NOMBRE DEL GEN ACCNUM FC.WT/KO p FDR 
Lcn2 lipocalin 2 X14607 -37,959 0,011 0,249
Saa2 serum amyloid A 2 NM_011314 -18,048 0,024 0,278
Nipal1 NIPA-like domain containing 1 AK014427 -8,618 0,000 0,130
Mt1 metallothionein 1 NM_013602 -8,365 0,001 0,192
NA NA NM_011314 -7,194 0,027 0,282
Mt2 metallothionein 2 AA796766 -7,054 0,005 0,227
Prtn3 proteinase 3 U97073 -6,977 0,015 0,256
Saa1 serum amyloid A 1 NM_009117 -5,363 0,032 0,289
Dmbt1 deleted in malignant brain tumors 1 NM_007769 -5,240 0,211 0,529
Tff3 trefoil factor 3, intestinal NM_011575 -5,203 0,000 0,131
Myh1 myosin, heavy polypeptide 1, skeletal 
muscle, adult 
AJ293626 -4,959 0,227 0,544
Prelid2 PRELI domain containing 2 BE985366 -4,909 0,016 0,259
Acta1 actin, alpha 1, skeletal muscle M12233 -4,896 0,206 0,524
S100a8 S100 calcium binding protein A8  NM_013650 -4,809 0,000 0,112
Myh1 myosin, heavy polypeptide 1, skeletal 
muscle, adult 
AJ002522 -4,780 0,213 0,531
NA NA BG297038 -4,717 0,000 0,070
Rassf4 Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family member 4 
AV291679 -4,661 0,001 0,176
S100a9 S100 calcium binding protein A9  NM_009114 -4,523 0,001 0,200
Tabla 5. Adaptación de los resultados del array de genómica. Se muestran algunos de los genes que, según el array, 
se encontraban upregulados con un nivel de significación 
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 S100A8 y S100A9 
Ambos genes codifican proteínas de unión a calcio de la clase S100. Son 
determinantes cruciales en la iniciación y el desarrollo de los procesos inflamatorios, 
especialmente en relación con su papel en el reclutamiento de neutrófilos y activación 
celular (Eue,  2002). Se expresan casi exclusivamente en células de linaje mieloide. 
Se expresan constitutivamente en el citosol de los neutrófilos donde comprenden 
hasta el 30% de las proteínas citosólicas. Se han observado niveles elevados de estas 
en suero en infecciones avanzadas de VIH, artritis reumatoide del adulto y juvenil, 
bronquitis crónica, fibrosis quística, lupus eritematoso sistémico, y las condiciones 
granulomatosas, como la tuberculosis y la sarcoidosis (Gebhardt et al., 2006)   
Al ser genes relacionados con procesos inflamatorios tendría sentido la 
sobreexpresión mostrada en los arrays de genómica, ya que COX-2 también participa 
en procesos inflamatorios.  
Una vez obtenidos los resultados de las QPCR para ambos genes y analizamos 
mediante programas de análisis estadísticos,  se obtuvieron unos resultados contrarios 
a los esperados teniendo en cuenta los resultados del array y su función biológica. 
Según nuestros estudios no existen diferencias de expresión significativas (con un 
nivel de confianza del 95%) entre las muestras Tg y Wt (Figuras 10 y 11), mientras que 
en el array aparecian aumentados 4 veces con respecto a los Wt.  
 
 
 
Figura 8.  Representación  en  diagrama 
de cajas de  los niveles de expresión de 
S100A8 en animales Wt (Izquierda) y Tg 
(Derecha).  Presentan un nivel de 
significación de 0,136> 0,05 a un nivel 
de confianza del 95 %, por tanto no 
hay diferencias significativas entre 
ambos grupos. 
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 Según los resultados mostrados en las figuras 10 y 11, no existe una relación 
clara de inducción de estos genes por la acción de la COX-2. De hecho, en ambos 
casos se observa una posible tendencia a una menor expresión en Tg que Wt aunque 
no es significativa, ya que la variación entre las muestras Tg es  grande en ambos 
casos. Este problema podría mejorarse aumentando el número de muestras, 
disminuyendo así posibles resultados erroneos.  
 
 Lipocalina 2 (Lcn2) 
La lipocalina 2, también conocida como lipocalina asociada a gelatinasa de 
neutrófilos, es una glicoproteína secretora que se identificó en células renales de ratón 
y neutrofilos humanos. Está implicada en diversas funciones como la apoptosis o la 
inmunidad innata. Además de los neutrofilos hay otros tejidos que también la expresan 
incluyendo hígado, riñón, pulmón, tejido adiposo y macrófagos. Muchos estímulos 
inflamatorios, como los lipopolysacaridos y IL 1β inducir su expresión y secreción 
notablemente. También se ha visto que factores de transcripción proinflamatorios 
como NF-kB se unen a la secuencia consenso del promotor activando su transcripción. 
Además de esto, tiene actividad catalítica mediante la cual participa en la biosíntesis 
de prostaglandinas de la clase PGD2 (PG más abundante en el cerebro). Todo esto 
sugiere que estas proteínas secretoras pueden están involucradas en la respuesta 
inflamatoria. (Yu Wang, 2007) 
  
  
Figura 9. Representación en diagrama 
de cajas de los niveles de expresión de 
S100A9 en animales Wt (Izquierda) y Tg 
(Derecha). Presentan un nivel de 
significación de 0,356 a > 0,05 a un 
nivel de confianza del 95 %, por tanto 
no hay diferencias significativas entre 
ambos grupos.  
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 Este gen aparecía sobreexpresado de forma muy significativa  en los 
resultados del array (38 veces más en Tg que en Wt). Como he mencionado 
anteriormente pueden estar involucradas en la respuesta inflamatoria ya que se 
encuentra inducido por algunos de los factores que inducen también a COX-2, por 
tanto su sobreexpresión podría estar relacionada con la sobreexpresión de COX-2, ya 
que ésta produce un estado de “respuesta inflamatoria”.  
Después de intentar validar los resultados del array mediante QPCR y 
analizarlos tanto con Excel como SPSS observamos que no existía una diferencia 
significativa entre los grupos Wt y Tg como se veían en el array, aunque sí se 
observaba una ligera tendencia de los Tg a una expresión más alta (Figura 12), pero 
las variaciones entre las diferentes muestras del grupo Tg (y alguna muestra del grupo 
Wt) son tan grandes que no se puede dar un resultado claro. Esto se podría solucionar 
aumentando el número de muestras o realizando un pull para disminuir las diferencias 
entre individuos.  
Por otra parte, al presentar diferencias de expresión tan grandes entre individuos 
de un mismo grupo podría indicar que la expresión de este gen no está relacionada 
con la expresión de COX-2, sino que depende de cada individuo.  
 
 
  
Figura  10.  Representación en 
diagrama de cajas de los niveles de 
expresión de la lipocalina 2 (Lcn2) en 
animales Wt (Izquierda) y Tg 
(Derecha). Presentan un nivel de 
significación de 0,939 > 0,05 a un nivel 
de confianza del 95 %, por tanto no 
hay diferencias significativas entre 
ambos grupos.  
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 Amiloide A sérico 2 (Saa2) 
El Amiloide A sérico 2 (Saa2) es una lipoproteína  de alta densidad  que juega un 
importante papel como un modulador de la inflamación y la respuesta inmune y en el 
metabolismo y transporte de colesterol. Se puede usar como biomarcador de algunos   
tipos de cáncer (Cocco et al., 2010). Su expresión en hepatocitos está regulada por 
factores de transcripción como CEB/P y NF-kB. Según estudios realizados en otros 
grupos esta lipoproteína es capaz de inducir la expresión de COX-2 en células 
epiteliales intestinales (Jijón, 2005).  
 
Según el array de expresión, el gen de esta lipoproteína presentaba niveles de 
expresión muy altos en Tg respecto a Wt. Esto podría tener sentido biológico ya que 
tanto COX-2 como Saa2 participan en procesos inflamatorios y al igual que Saa2 es 
capaz de inducir la expresión de COX-2 podría ocurrir lo contrario. Sin embargo, 
después de analizar los datos de expresión relativa, vimos que realmente no existía tal 
sobreexpresión de Saa2 en ratones Tg como decía el array (Figura 13) y por tanto la 
relación COX-2 – Saa2 no estaría tan clara.  
Como en los casos anteriores, tanto los errores del microarray como los que 
pueda tener la QPCR podrían haberse disminuido aumentando el número de muestras 
o realizando un pull para disminuir el error individual, ya que como se puede ver en la 
Figura 13 existen muestras con expresiones muy dispares al resto del grupo.  
 
 
 
Figura  11.  Representación en 
diagrama de cajas de los niveles de 
expresión del serum amiloide a 2 
(Saa2) en animales Wt (Izquierda) y 
Tg (Derecha). Presentan un nivel de 
significación de 1 > 0,05 a un nivel de 
confianza del 95 %, por tanto no hay 
diferencias significativas entre 
ambos grupos 
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 Metalotioneina 2 (Metll2) 
Las metalotioneínas (MeTlls) fueron descubiertas en 1957 por Margoshes y 
Vallée e identificadas como proteínas de unión a metales, de bajo peso molecular ricas 
en grupos tiol (Cisteínas) y termoestables. En los seres humanos, se sintetizan 
grandes cantidades principalmente en el hígado y los riñones, sin embargo, se han 
encontrado en un número de otros sitios también. Su producción depende de la 
disponibilidad de los minerales de la dieta de zinc y selenio, y los aminoácidos histidina 
y cisteína presentes en el cuerpo (Thirumoorthy, 2011).  
Estas proteínas tienen como función la desintoxicación de metales pesados 
como el mercurio y cadmio, la homeostasis de metales esenciales como el cobre y el 
zinc, efecto antioxidante contra las especies reactivas de oxígeno, proteger contra 
daños en el ADN, la supervivencia celular, la angiogénesis, la apoptosis, así como 
aumento de la proliferación, etc. (Thirumoorthy, 2011; Thirumoorthy 2007; Sakulsak, 
2012). 
Las diferentes isoformas están clasificadas en base a su peso molecular, metal 
al que se unen, genes que las codifican, cromosomas, etc. Las mayoritarias son MeTll 
1 y MeTll 2. En nuestro caso vamos a centrarnos solo en MeTll2, aunque MeTll 1 
también estaba, según el array, aumentada (Tabla 5). Ambas proteínas están 
presentes en muchos tipos celulares. Se encargan de la regulación del Zinc, están 
involucradas en la transcripción celular, detoxificación de metales pesados y juegan un 
papel importante en la función inmune (Thirumoorthy, 2011). 
Una vez obtenidos los resultados del análisis por QPCR de este gen (Metll2) y 
analizados por SPSS, podemos ver que no existe una diferencia significativa en la  
expresión entre ambos grupos. Sin embargo, podemos observar unas variaciones 
considerables dentro de las muestras de un mismo grupo (puntos 3 wt y 12 y 13 tg) 
que podrían indicar una gran variabilidad entre individuos pero no relacionada con la 
expresión de COX-2 o que sería necesario aumentar el número de muestras para 
saber realmente cual es la tendencia de este gen. 
A parte de los resultados obtenidos, hay que decir que esta proteína presenta 
niveles muy bajos de expresión ya que pequeñas variaciones en la concentración de la 
muestra durante las reacciones de QPCR afectaban mucho sus resultados, llegando 
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incluso a no mostrar amplificación. Esto apoya el resultado obtenido con nuestros 
analisis, ya que si realmente este gen estuviese aumentado unas 7 veces en Tg con 
respecto a los Wt, como decía el array, se deberían haber observado diferencias 
significativas en la expresión. 
 
 
b) Resultados de metabolómica 
En el caso de los datos obtenidos en el análisis metabolómico tratamos 
encontrar una explicación de las bases moleculares que justificasen esos resultados. 
Para ello, analizamos, en primer lugar, los metabolitos que estaban alterados, ya 
fuesen aumentados o disminuidos y los agrupamos por rutas metabólicas (Figura 5 y 
6). Con esto pretendíamos ver qué rutas se encontraban alteradas y por tanto qué 
genes podrían estar implicados en estas alteraciones. Después de esto, realizamos 
también una comparación cruzada con los resultados obtenidos en genómica para 
intentar relacionar ambos perfiles y poder elegir unos genes buenos para validar, pero 
no encontramos ninguna relación. Por tanto optamos por validar los genes que 
creíamos más apropiados de algunas de las rutas alteradas.   
De todos los metabolitos analizados observamos que muchos de aquellos que 
se encontraban alterados – ya fuesen aumentados o disminuidos – eran intermediarios 
del metabolismo del ácido linoléico (Figura 5 y 15).  Uno de los intermediarios de esta 
ruta es el ácido araquidónico, sustrato de la COX-2, el cual se necesita en cantidades 
más elevadas de lo habitual ya que la COX-2 esta siempre activa. Pensamos que la 
Figura  12. Representación en diagrama 
de cajas de los niveles de expresión de la 
metalotioneina 2 (Metll2) en animales Wt 
(Izquierda) y Tg (Derecha). Presentan un 
nivel de significación de 0,487 > 0,05 a un 
nivel de confianza del 95 %, por tanto no 
hay diferencias significativas entre 
ambos grupos 
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razón de que esta ruta de síntesis de ácidos grasos estuviese aumentada fuese 
debido a la necesidad de un aporte extra de ácido araquidónico y decidimos estudiar 
los niveles de expresión del enzima que cataliza el primer paso de la liberación de este 
ácido, la fosfolipasa.  
 
Figura 13 Esquema del metabolismo del ácido linoléico donde se encuentran destacados la fosfolipasa que 
vamos a estudiar y el metabolito clave por su papel de sustrato para la COX2. 
 
Las fosfolipasas son enzimas del tipo hidrolasa-lipasas, las cuales inducen 
cambios en la composición membranal, activan la cascada inflamatoria y generan vias 
de señalización celular. Tienen la capacidad de catalizar especificamente la hidrólisis 
sn-2 del enlace éster de los fosfolípidos, dando como productors ácidos grasis libres y 
lisofosfolipidos. Los ácidos liberados como el acido araquidónico (AA) y el ácido 
linoleico (AL), son almacenes de energía, y además actúan como precursores de 
eicosanoides, los cuales son potentes mediadores en las señales de transduccion en 
la inflamación; y los metabolistos del AA funcionan como segundos mensajeros. Los 
lisofosfolipidos participan en la señalización celular y en el remodelamiento 
sPLA
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fosfolipidico de la membrana (Jimenez et al, 2005).  Estan clasificadas en las PLA2 
citolsólicas de alto peso molecular (cPLA2) y las PLA2 secretoras de bajo peso 
molecular (sPLA2). 
 
Figura 14. Sitios de acción de la fosfolipasa. 
  
En este trabajo hemos intentado validar alguna de las PLA2 secretoras. Estas se 
encuentan en insectos, moluscos, resptiles, mamíferos, parvocirus, hongos y bacterias 
simbionticas. Son proteinas de bajo peso molecular y contienen de 5 a 8 puentes 
disulfuro. Su actividad enzimatica depende de una diana histidina-aspartato en su 
centro catalítico y requieren de calcio a concentraciones micromolares. Corresponen a 
los grupos IB, IIA, IIC, IID, IIe, IIF, III, V, X, XII (XIIA y XIIB). En concreto elegimos la 
sPLA2XIIB porque vimos que tenía una alta expresión en hígado (Rouault et al, 2003).  
Mecanismo de acción: la sPLA2 puede liberar ácidos grasos insaturados (por lo 
regular el ácido araquidónico y el ácido linoleico) desde fosfolipidos de membrana 
plasmática., para que este sea tomado como sustrato para la sintesis de eicosanoides. 
La afinidad por sustratos varia entre las distintas PLA2s, es así que las sPLA2 poseen 
preferencia catalítica por tres fosfolípidos: fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina y 
fosfatidilserina.  
Con respecto a los resultados obtenidos de la validacion por QPCR del gen de la 
sPLA2XIIB podemos decir que, como se muestra en la Figura 17 no existen diferencias 
a nivel de expresion (mRNA) entre las muestras Tg y las Wt ya que existe mucha 
diferencias dentro de cada grupo.  
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Estos resultados podrían indicar que el aumento deácido araquidónico no es 
debido a aumento en la expresión de esta fosfolipasa aunque podría estar debido a un 
aumento de la actividad de esta o a la actividad de otras fosfolipasas no estudiadas en 
este trabajo.  
Por otra parte también vimos alterada la síntesis de ceramidas y decidimos 
estudiar uno de los genes que consideramos importantes, el receptor de la fosfolipasa, 
el PLA2r1 que transmite el estímulo desde el exterior celular (sPLA) al interior celular 
(cPLA) para la síntesis de PGs  la fosfolipasa sPLA2IB, aunque esta última sin mucho 
éxito.  
Estudios recientes han identificado sPLA2IB como una enzima con una doble 
función. Además de su actividad catalítica, también tiene funciones mediadas por el 
receptor que incluyen la liberación de mediadores de lípidos (Mandal et al., 2001). 
Descubrieron que sPLA2IB no sólo estimula la expresión de mRNA de fosfolipasa A2 
citosólica (cPLA2) y la forma inducible de la ciclooxigenasa (COX-2), sino que también 
estimula la expresión de mRNA de enzimas clave en el metabolismo de esfingolipidos 
tales como esfingomielinasa neutra dependiente de Mg + (NSMase) y la ceramidasa 
ácida lisosomal (AC) (Figura 18)  
Figura 15. Representación en 
diagrama de cajas de los niveles 
de expresión de sPLA2XIIB en 
animales Wt (Izquierda) y Tg 
(Derecha). Presentan un nivel de 
significación de 0,831 > 0,05 a un 
nivel de confianza del 95 %, por 
tanto no hay diferencias 
significativas entre ambos grupos. 
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Figura 16. Esquema del mecanismo por el cual la fosfolipasa pancreática del grupo IB (sPLAIB), vía receptor, 
regula la producción de mediadores lipidicos mediante la regulación de enzimas clave en las rutas metabólicas 
de los fosfolipidos y esfingolípidos. Las flechas indican la estimulación, y signos de interrogación indican las 
vías que aún no se han caracterizado. CM, la membrana celular; cPLA2, fosfolipasa A2 citosólica; cPLA2-P, la 
forma fosforilada (activa) de cPLA2; PKC, la proteína quinasa C; MAPK, quinasa activada por mitógenos; COX, 
ciclooxigenasa; NSMase, esfingomielinasa neutra dependiente de Mg +, AC, ceramidasa ácido, AA, ácido 
araquidónico; PGs, prostaglandinas. Figura extraída de Mandal et al., 2001. 
 
Una vez analizado el esquema, decidimos estudiar los niveles de expresión tanto 
de la  sPLA2IB como del receptor (PLA2r1) ya que según la bibliografía este ultimo 
ejerce un papel importante en la regulación de la actividad de las sPLA (Dong et al., 
2003) Cuando empezamos el estudio de ambos genes tuvimos problemas con la 
búsqueda de primers adecuados (no presentaban curvas de melting adecuadas) para 
la fosfolipasa y decidimos seguir los estudios solo con el receptor.   
Después de estudiar los niveles de expresión relativa de este gen mediante 
estudios de QPCR y programas de análisis estadístico, obtuvimos que las diferencias 
de expresión no eran significativas. Sin embargo, en la Figura 19 se puede observar 
cierta tendencia de las muestras transgénicas  a estar aumentados.  
Sería conveniente realizar más estudios con un número mayor de muestras para 
ver si las diferencias son más notorias  y se reducían las variaciones dentro de los 
grupos, sobretodo del Wt.  
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Por otra parte también se podrían hacer ensayos de actividad de este receptor, 
ya que se ha visto que es capaz de regular la actividad de algunas fosfolipasas 
secretoras, para ver si el aumento en la síntesis de ceramidas está relacionado con un 
aumento en la actividad.  
 
 
  
Figura 17. Representación en 
diagrama de cajas de los niveles 
de expresión del receptor de la 
fosfolipasa Pla2r1 en animales Wt 
(Izquierda) y Tg (Derecha). 
Presentan un nivel de significación 
de 0,251> 0,05 a un nivel de 
confianza del 95 %, por tanto no 
hay diferencias significativas entre 
ambos grupos 
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I. Discusión 
Como hemos podido comprobar con los estudios de validación llevados a cabo 
en este trabajo, los sistemas de análisis masivos como los microarrays son 
herramientas muy útiles para tener una idea global, gracias a ellos se han podido 
describir perfiles de expresión de muchas patologías como cáncer de próstata (Xu et 
al., 2000),  carcinoma de células escamosas de pulmón (Wang et al, 2000), cáncer de 
mama hereditario (Hedenfalk et al., 2000), etc.  Es una técnica muy útil porque permite 
analizar muchos genes al mismo tiempo de varias muestras distintas de una sola vez. 
Pero también tiene problemas, uno de los más importantes es el elevado porcentaje 
de falsos positivos.  Para evitar resultados erróneos, estos deben ser validados por 
técnicas bioquímicas siendo la PCR cuantitativa la más usada. Ésta técnica es capaz 
de validar entre un 85-90% de los resultados obtenidos en los arrays, siempre y 
cuando tengan una expresión moderada. Esto podría justificar nuestros resultados, ya 
que todos los genes presentaban unos niveles de expresión bajos (Canales, 2006; 
Wang, 2006) 
Ha habido pocos métodos de la biología molecular donde las expectativas se 
elevaron a un nivel tan alto, con tan poca evidencia de las capacidades reales de la 
tecnología. En los inicios se creía en la fiabilidad de los resultados obtenidos por esta 
técnica y la mayoría de trabajos se publicaban sin necesidad de hacer una validación 
experimental complementaria (técnicas bioquímicas), usando como único método de 
validación búsquedas en bases de datos como Gene Onthology (Hedenfalk et al., 
2000; Macintyre et al, 2010; Monni et al., 2001;)..  
La validación de los resultados obtenidos por un array o cualquier otro estudio a 
nivel masivo es un tema importante a la hora usar estos resultados, ya que a fin de 
cuentas, son cálculos matemáticos y estadísticos los que llevan al resultado final y las 
aproximaciones no siempre son correctas. De hecho, actualmente todos los artículos 
publicados basados en esta técnica necesitan ser validados. 
La elección de los genes más adecuados para la validación se puede realizar de 
varias maneras. La primera es buscar los información en bases de anotación como  
Gene Onthology (Ashburner et al., 2000), para poder ordenador los resultados y decidir 
qué genes son más adecuados para validar según el tema de estudio. De esta manera 
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se escogen los genes “supuestamente” más adecuados y se validan mediante 
técnicas como las mencionadas anteriormente. En nuestro intento de validación del 
array elegimos dos genes, S100A8 y S100A9, recomendados por el Gene Onthology 
como los mejores genes para ser validados de todos los presentes en el array, pero 
los resultados no fueron los esperados.  
Otra manera de elegir los genes a validar, es la comparación de diversos perfiles 
de proteómica, genómica y metabolómica de la misma muestra y elegir genes que se 
vean reflejados en al menos dos de los perfiles (Hannivoort et al., 2012; Huber et al., 
2003). Inicialmente nuestra idea para elegir los genes a validar era esta, ya que 
disponíamos de los tres perfiles mencionados. Pero no encontramos ningún gen que 
estuviese reflejado en los tres estudios. 
La tercera manera consiste en elegir aquellos genes que, según el array, 
presenten una mayor expresión e intentar validar si realmente eso es cierto, mediante 
técnicas de QPCR por ejemplo, como realizamos con algunos genes (presentaba 
niveles de expresión muy elevados en Tg respecto a Wt). El resultado obtenido 
usando este método tampoco fue satisfactorio ya que no pudimos validar ninguno de 
los tres genes estudiados.  
Y por último, pero no menos importante, está la interpretación biológica de los 
resultados. Esto consiste en analizar el perfil metabolómico e intentar entender que 
está ocurriendo en la célula para que existan esas diferencias en los metabolitos. Qué 
enzimas se están aumentadas, cuales disminuidas, qué relaciones hay entre las 
distintas rutas afectadas, etc. Mediante este método intentamos validar dos genes, 
pero tampoco hemos tenido éxito.  
Incluso teniendo en cuenta las limitiaciones inherentes de la técnica, no 
podemos explicar el motivo por el cual no se ha podido validar ninguno de los genes 
elegidos. De hecho, estudios previos realizados por el mismo grupo de investigación 
con los datos de este array, sí que puedieron ser validados, siendo todos ellos genes 
downregulados.  
Dado el poco valor de los datos obtenidos mediante gene ontology, se ha 
decidido realizar un estudio mediante el programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis) 
para poder identificar vías/genes que podamos seguir validando.  
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